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30%と高く、近年精神疾患を有する患者数は急激に増加している (Fig. 1)。 
 




そのような背景から世界保健機関 (World Health Organization: WHO) の調べによ
ると、うつ病は本邦において生涯調整生命年 (disability-adjusted life year 































Table 1  Disability-adjusted life year of several diseases. 






































 この状況を打破する手法としてゲノムワイド関連解析 (genome-wide 
association study: GWAS) が提唱された。これは特定の候補遺伝子を決めずゲノ
ム全体をほぼカバーするように一塩基多型 (single nucleotide polymorphism: SNP) 
の頻度と疾患の関連を厳密な統計によって検討する手法である。精神疾患にお
いては 2007 年に双極性障害に関する検討が行われた (9)。統合失調症に対して
も多数の GWAS が行われており (10-13)、2014 年に同手法により 108 個の関連















てうつ病における脳由来神経栄養因子 (Brain-derived neurotrophic factor: BDNF) 
が挙げられる 。BDNF は、①うつ病患者の血清中で減少していること (23, 
24)、②抗うつ薬の服薬によってその発現量が回復すること (25)、③電気痙攣
療法、経頭蓋的磁気刺激療法を用いた治療によっても発現量が回復すること 
(26, 27) が報告されている。その他に、白血球中の mRNA に着目した研究か
ら、白血球中のセロトニントランスポーターmRNA 等がバイオマーカーとして
注目されている (28-30)。 
 VGF nerve growth factor inducible (VGF) は、615 (ヒト) または 617 (マウス及
びラット) 個のアミノ酸からなる (分子量; 68 kDa) タンパク質であり、N 末端
に小胞体移行シグナルを有する 。VGF は、細胞内において、有芯小胞内に局
在しており、分泌過程を経て、Ca2+流入に伴う膜電位の上昇により細胞外に放
出される (31-33)。分泌過程において VGF は、有芯小胞内でプロホルモンコン
バターゼ 1/3 及び 2 によって切断され様々な生理活性を有する TLQP-21、






ことが知られている (38-40)。VGF は、1985 年に神経成長因子 (Nerve growth 
factor: NGF) 刺激によって発現誘導される因子として同定され、NGF に加え
て、BDNF、ニューロトロフィン-3 (Neurotrophin-3: NT-3) による刺激によって
も発現誘導される (41, 42)。また近年、上記報告とは逆に、VGF は、BDNF の










及び前頭前皮質ブロードマン第 9 野において VGF の発現量が減少することが
報告されている (50)。以上の結果は、VGF の発現量の変化が種々の精神疾患病
態に影響を及ぼす可能性を示唆している。 
 上記の背景から、VGF の機能解析を目的に VGF ヘテロ欠損マウスや前脳特
異的 VGF 欠損マウスを用いた検討がされている。VGF ヘテロ欠損マウスで
は、抑うつ行動の増加及び記憶障害等の行動異常と海馬の長期増強の低下が認
められることから、VGF の発現減少とうつ病病態との関連が示唆されている 







ことを目的として、第 1 章では、当研究室で作製した VGF 過剰発現マウスを
用いて VGF の発現増加が精神行動及び脳の組織学的構造に及ぼす影響を検討
した。第 2 章では、発現量の増加及び遺伝子変異が認められ疾患との関連が大





第 1 章 VGF 発現増加による精神行動及び脳構造に及ぼす影響 


















精神疾患のモデル動物は、表面妥当性 (face validity)、構成妥当性 (construct 
validity)、予測妥当性 (predictive validity) の 3 つの妥当性を満たすことが重要で









Table 2  Three kinds of validity of animal models of mental disorders.  
 
序論で述べたように、VGF は 615 (ヒト) または 617 (マウス、ラット) 個の 








る (44, 45, 47, 48, 50)。上記の背景から、VGF ヘテロ欠損マウスや前脳特異的
VGF 欠損マウスを用いて VGF の機能解析が行われている。VGF 欠損マウスで
は、抑うつ行動の増加及び記憶障害等の行動異常と海馬の長期増強の低下が認



















デヒド、Sample Buffer Solution (2ME+) (x4)、イムノスター®LD、デオキシコー
ル酸ナトリウム (sodium deoxycholate)、ドデシル硫酸ナトリウム (sodium 
dodecyl sulfate: SDS)、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル [SDS 
polyacrylamide gel]、6-アミノヘキサン酸 (6-aminohexanoic acid)、Agarose S、塩
化カリウム (potassium chloride: KCl) は Wako (Osaka, Japan)、リン酸水素二ナト
リウム・十二水和物 (sodium hydrogenphosphate 12-water: Na2HPO4・12H2O)、リ
ン酸二水素ナトリウム二水和物 (sodium dihydrogenphosphate dehydrate: 
NaH2PO4・2H2O)、グリシン、2-プロパノールは NacalaiTesque (Kyoto, Japan)、
塩化ナトリウム (sodium chloride: NaCl)、ペントバルビタールは Kishida 
Chemical (Osaka, Japan)、BCA protein assay kit は Thermo Scientific (Waltham, MA, 
USA)、Tris-Buffered Saline (TBS)、Tris Borate EDTA (TBE) は Takara (Shiga, 
Japan)、EDTA・2Na (disodium ethylenediamine tetraacetate) は同仁化学研究所 
(Kumamoto, Japan)、スキムミルクは Morinaga milk industry Co., Ltd. (Tokyo, 
Japan) より、オイキット (EUKITT) は As One (Osaka, Japan)、protease inhibitor 
cocktail、phosphatase inhibitor cocktail II、 phosphatase inhibitor cocktail III、cresyl 
violet、酢酸アンモニウム、Igepal CA-630 は Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, 
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USA)、proteinase K solution は Qiagen (Venlo, Nerthaland)、DNA ladder は Nippon 
genetics (Tokyo, Japan)、Can get signal solution 1、Can get signal solution 2、Blend 
Taq® -Plus-は東洋紡 (Osaka, Japan)、Tween 20 Solution は Bio-Rad Laboratories 
(Hercules, CA, USA)、パラフィンは Sakura Finetek Japan (Tokyo, Japan)よりそれ
ぞれ購入した。 
 Phosphate buffered saline (PBS) は、KCl、KH2PO4、NaCl、Na2HPO4・12H2O





すべてのマウス (8-18 週齢、雄性) は設定温度: 24°C (範囲: 22-26°C)、設定湿
度: 55% (範囲: 40-70%)、明暗各 12 時間 (照明: 午前 8:00-午後 8:00) に維持され
た岐阜大学医学部生命科学棟 4 階または本学 6 階動物飼育室で飼育した。マウ
スはプラスチック製ケージ (縦 24.5 × 横 17.5 × 高さ 12.5 cm、または縦 36.9 × 
横 15.6 × 高さ 13.2 cm) を用い、自由給水下に固形飼料 (CE-2; CLEA, Tokyo, 






2-2-2 VGF 過剰発現マウス作製 
2-2-2-1 VGF 過剰発現マウス作製 
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 標的遺伝子の導入は受精卵の前核に調製した DNA をマイクロインジェクシ
ョンすることで作製した。本試験でマイクロインジェクションした導入遺伝子
は Vgf 遺伝子の上流に CAG プロモーター、下流に mRNA の安定化のためのポ
リ A 付加シグナルを有している。本試験では上記のように作製した雄性 VGF
過剰発現マウスと日本エスエルシー株式会社 (Shizuoka, Japan) から購入した雌
性 BDF1 マウスを交配して生まれたマウスを使用した。 
 
2-2-2-2  マウスジェノタイピング 
生後 4 週齢以降のマウスの尻尾を先端から 5 mm 切り、Cell Lysis Solution (25 
mM Tris-HCl pH 8.0、10 mM EDTA pH 8.0、1% SDS) 及び Proteinase K により溶
解した。その後 7.5 M 酢酸アンモニウム溶液によりタンパク質を除去し、2-
propanol、70% ethanol により DNA を抽出した。CAG プロモーター、ポリ A 付
加シグナルの配列を認識するプライマーを用いて PCR を行い、マウス遺伝子型
を同定した。VGF (forward); 5′-CCTACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTT-3′、
VGF (reverse); 5′-AGAGGGAAAAAGATCTCAGTGGTAT-3′ 
増幅反応は TAKARA PCR Thermal Cycler Dice® Gradient (Takara, Shiga, Japan) を
用いて 35 サイクル行った。1 サイクルの構成は DNA 変性: 94°C、20 秒、アニ









質抽出時まで-80°C に保存した。タンパク質抽出液には、RIPA buffer [50 mM 
Tris HCl (pH 8.0)、150 mM NaCl、0.5% デオキシコール酸ナトリウム、0.1% 
SDS、1% Igepal CA-630] 1 ml に対し、protease inhibitor cocktail、phosphatase 
inhibitor cocktail II 及び III をそれぞれ 10 μl ずつ混合して用いた。組織は上記の
タンパク質抽出液を入れ、ホモジナイザー (Physcotron, Microtec Co., Chiba, 




2-2-3-2  タンパク質定量 
タンパク質定量は BCA protein assay kit を用いて行った。標準曲線の作製のた
めのサンプルとして、0、12.5、25、50、125、250、500、750、1,000、1,500 及
び 2,000 μg/ml の濃度に調製した bovine serum albumin (BSA) を用いた。Working 
reagent を添加後、サンプルを 37°C のインキュベーター中で 30 分間反応させ、
その後 Varioskan Flash (Thermo Scientific) を用いて 532 nm の吸光度で測定し





た後 100°C で 5 分間煮沸処理し、室温にて軽くスピンダウンした。SDS ポリア
クリルアミドゲルを泳動装置にセットし、容器に泳動用緩衝液 (25 mM Tris、




マーカーを 5 μl、各サンプルを 10 µl (5 μg) とした。サンプルを添加後、ゲル 1
枚当たり 20 mA にて泳動した。泳動後、ゲルを cathode buffer (25 mM Tris、40 
mM 6-aminohexanoic acid、20% methanol) に 15 分間浸した。転写膜はメタノー
ルに 30 秒間浸し、超純水に浸した。その後、anode buffer 2 (25 mM Tris、20% 
methanol) に浸した。陽極側から、anode buffer 1 (0.3 M Tris、20% methanol) に
浸したろ紙、anode buffer 2 に浸したろ紙、転写膜、ゲル、2 枚の cathode buffer
に浸したろ紙の順に重ね、膜 1 枚当たり 100 mA で 45 分間転写した。転写後、
0.05% Tween 20 含有 0.01 M TBS (0.05% Tween TBS) で洗浄し、5%スキムミル
クに浸して、それぞれ室温で 1 時間ブロッキングした。その後再び 0.05% 
Tween TBS で洗浄し、Can get signal solution 1 で希釈した一次抗体に浸し、4°C
で一晩静置させた。その後、転写膜は 0.05% Tween TBS で洗浄し、Can get 
signal solution 2 で希釈した二次抗体に浸し、室温で 1 時間静置させた。0.05% 
Tween TBS で洗浄した後、イムノスター® LD に 2 分間浸した。その後、LAS-
4000 UV mini (Fujifilm, Tokyo, Japan) 及び Multi Gauge Ver. 3.0 (Fujifilm) を用い
て検出した。 
一次抗体には、goat anti-VGF antibody [1: 400 dilution; Santa Cruz (Dallas, Texas, 
USA)]、mouse anti-β-actin antibody (1: 5,000 dilution; Sigma-Aldrich) を用いた。二
次抗体には、HRP-conjugated goat anti-mouse IgG antibody (1: 2,000 dilution; 
Thermo Scientific)、HRP-conjugated rabbit anti-goat IgG (1: 75,000 dilution; Thermo 
Scientific) を用いた。 
 
2-2-4  リアルタイム RT-PCR 




サンプルは RNA 抽出まで-80ºC に保存した。NucleoSpin RNA (Takara) により
total RNA を抽出した。抽出した RNA の濃度は NanoVue Plus (GE Healthcare 
Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) で分光測定し求めた。第 1 鎖 cDNA は
PrimeScript RT reagent Kit (Takara) を用い 20 µl 合成した。合成後のサンプル
は、リアルタイム RT-PCR を行うまでの期間、-20°C で保存した。 
 
2-2-4-2 リアルタイム RT-PCR  
リアルタイム PCR は、Thermal Cycler Dice Real Time System TP800 (Takara) 
を用いて行った。PCR の反応は 0.4 µM の各 primer、10 µl の SYBR Premix Ex 
Taq™ II (Takara) を用い全量 20 µl で行った。PCR 反応は、95°C で 30 秒間反応
させた後、95°C; 5 秒間、60°C; 30 秒間を 40 サイクル行った。増幅に用いた
primer の配列は、Vgf mRNA 5′-CAG GCT CGA ATG TCC GAA AG-3′ (sense)、Vgf 
mRNA 5′-CTT GGA TAA GGG TGT CAA AGT CTC A -3′ (antisense)、β-actin 
mRNA 5′- CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3′ (sense) 及び β-actin mRNA 




 マウスをペントバルビタール (50 mg/kg) で麻酔し、正向反射の消失を確認
したのち、4%パラホルムアルデヒド含有 0.1 M phosphate buffer (PB; pH 7.4) を
左心室内に注入して灌流固定した。8 分後に脳を取り出し、同液にて少なくと
も 24 時間 4℃放置した。ついで、固定した脳を 70%エタノール、90%エタノー
ル、無水エタノール、キシレン及び融解パラフィンに浸透させ脱水を行った。
その後、パラフィンにて脳を包埋し、ミクロトーム (Leica, Tokyo, Japan) を用
15 
 








に 2 回浸したのちに封入した。 
 
2-2-5-3 組織評価 
 染色像は蛍光顕微鏡 (Keyence, Osaka, Japan) を用いて撮影した。海馬及び小脳
の細胞密度の評価を行うために、40 倍の倍率で撮影を行った。全脳、側脳室、
線条体、大脳皮質及び海馬の体積評価は 140 µm 間隔で脳切片を用意し、
Cavalieri’s principle (volume = s1d1 + s2d2 + … + sndn, s = area、d = distance between 
two sections) によって算出した (54, 55)。体積
の評価を行うために 4 倍の倍率で撮影を行っ
た。各脳領域の体積評価を行った範囲は以下
の通りである。全脳及び側脳室: bregma + 1.94 
~ 2.18 mm、線条体及び大脳皮質: bregma + 1.70 
~ 0.10 mm、海馬: bregma - 0.94 ~ 4.04 mm。種々
の脳領域の幅を測定するために、bregma + 0.50 
~ 0.10 mm の範囲の脳切片を用い
て Fig. 2 に示す d1 から d5 の幅を
Fig. 2  Diagram of the brain section indicates  








測定した。測定した幅を用いて以下の領域の幅を算出した。全脳 = d4、線条体 
= d4 – d3、頭頂葉 = d5、側頭葉 = d4 – d3、中隔核 = d4。Paxinos, G らのマウス
脳アトラスを用いて脳の位置を同定した。細胞密度、体積及び幅の計測には




NGF 及び BDNF の発現量は、Mouse NGF 及び BDNF ELISA kit (KA0400. 










Ethovision XT (Noldus, Wageningen, 
The Netherlands) を用いて解析し
た。また、不安行動の指標となる 
中央滞在時間は、Fig. 3 に示す縦 15 × 横 15 cm からなる中央部 (Central Zone) 
内での滞在時間を Ethovision XT (Noldus) で算出した。 
 











neuroscience, inc., Tokyo, Japan) を飼育ケージに装着し、接続中継ユニット 8 CH 
(NS-HUB01; neuroscience, inc.) を介して、24 時間の実験環境に対する馴化後、
24 時間の自発運動量をデータ収録解析システム (NS-DAS-32; neuroscience, inc.) 
で測定した。結果は 1 時間毎の運動量としてデータ解析用コンピュータユニッ
ト (マルチデジタル 32 ポートカウンタシステム; neuroscience, inc.) を用いて解
析した。測定は午後 0 時から翌日の午後 0 時までの 24 時間行った。 
 
Fig. 4  Illustration of locomotor activity test. 
 
2-2-7-3 Y 字型迷路試験 
Y 字型迷路試験は過去の報告を参考にして行った (57)。試験はプラスチック








アームの選択率 (alteration rate) を以下の式により求めた。 
Alteration rate = (実際の選択数/最大選択数) ×100。 
 




(58)。縦 15.5 × 横 9.6 × 高さ 18 cm からな





目 (馴化試行) にマウスを明箱に置き 30
秒間、明箱を自由に行動させた。その際、ドアは閉まっていた。その後ドアを
開き、四肢すべてが暗箱に入ったらドアを閉め、暗箱内を 30 秒間自由に行動






Fig. 6  Illustration of passive avoidance test. 
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入った際に電気ショック (0.16 mA, 2 sec) を与える以外は試験 1 日目と同様の
手続きを行った。さらに、試験 3 日目 (試験試行、試験 2 日目の 24 時間後) 






匹を新規プラスチックケージ内で 10 分間遭遇させ、2 匹の行動をビデオカメラ
で撮影した。10 分間の接触時間をカウンターとストップウォッチを用いて測定
した。解析はマウスの遺伝子型が不明の状態 (盲検下) で行った。 
 
Fig. 7  Illustration of social interaction test. 
 
2-2-7-6 尾懸垂試験 
 尾懸垂試験は、過去の報告を参考にして行った (56)。試験は高さ 50 cm の位
置に粘着テープを用いてマウスの尾を固定し、マウスを 7 分間つるし、その時
Social interaction Non-social interaction
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の行動をビデオカメラで撮影した。無動時間は Ethovision XT (Noldus) を用い
て解析した。 
 Fig. 8  Illustration of tail suspension test. 
 
2-2-7-7 強制水泳試験 
尾懸垂試験は過去の報告を参考にして行った (56)。マウスを水 (24 ± 1°C) 





 Fig. 9  Illustration of forced swimmming test. 
 
2-2-8 統計学的解析 
 実験成績は平均値 ± 標準誤差 (SEM) で示した。統計学的な比較は、
Statistical Package for the Social Sciences 15.0 J for Windows (SPSS Japan, Inc., 







Whitney U-test により行った。2 要因の分散分析を Two-way ANOVA with 
repeated measures を用いて行った。危険率が 5%未満を有意差ありとした。 
 
第 3 節 実験成績 
3-1 VGF 過剰発現マウスの作製 
 受精卵前核に導入遺伝子をマイクロインジェクションすることで VGF 過剰
発現マウスを作製した (Fig. 10A, B)。導入遺伝子特異的に反応する PCR の結果
から VGF 過剰発現マウスの判別を行った (Fig. 10C)。8 から 18 週齢の VGF 過
剰発現マウス及び野生型マウスにおいて体重に明らかな差は認められなかった 
(Fig. 10D)。VGF 過剰発現マウスの VGF タンパク質及び Vgf mRNA の発現量を
検討するために、ウエスタンブロット及びリアルタイム RT-PCR を行った。
VGF タンパク質及び Vgf mRNA の発現量は VGF 過剰発現マウスの種々の脳領
域において有意に増加した (Fig. 10E, F)。VGF 過剰発現マウスは 1 つのライン
のみの検討である。したがって、本結果に対する導入遺伝子の挿入部位の影響
を除外することができない。そこで、導入遺伝子の挿入部位を検討したとこ
ろ、マウスの 4 番染色体の leucine rich repeat and Ig domain containing 2 (lingo 2) 
の第 2 イントロンであった。VGF 過剰発現マウスにおいて、Lingo 2 の mRNA




Fig. 10  Generation of VGF-overexpressing mice. 
(A) Schematic representation of the VGF transgene used to generate VGF-overexpressing mice. (B) 
Photographs of WT (left) and VGF-overexpressing (right) mice. (C) The VGF transgene is 
detectable by PCR in only the VGF-overexpressing mice. (D) Comparison of the body weights of 
WT and VGF-overexpressing mice at 8 to 18weeks of age. Data are expressed as the mean ± SEM.  
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(WT, n = 6; Tg, n = 4). (E) Expression levels of VGF in several brain regions in WT and VGF-
overexpressing mice were evaluated by western blotting relative to β-actin levels. Data are expressed 
as the mean fold difference versus WT mice ± SEM. (WT, n = 6; Tg, n = 5). Representative bands 
from the western blotting of VGF and β-actin are shown at the top. *P < 0.05 vs. WT mice (Student’s 
t-test). (F) Expression levels of Vgf mRNA in several brain regions in WT and VGF-overexpressing 
mice were evaluated by real-time RT-PCR relative to β-actin levels. Data are expressed as the mean 
fold difference versus WT mice ± SEM. (WT, n = 4; Tg, n = 4). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. WT mice 
(Student’s t-test). (G) Expression levels of lingo2 mRNA in several brain regions in WT and VGF-
overexpressing mice were evaluated by real-time RT-PCR. Tg: VGF-overexpressing mice, WT: 
wild-type. 
 
3-2 VGF 過剰発現マウスの脳の形態学的変化 





られた (P = 0.052, data not shown)。さらに、クレシルバイオレット染色を用い
て VGF 過剰発現マウスの脳の組織学的評価を行った。野生型マウスと比べ
VGF 過剰発現マウスにおいて側脳室体積の有意な増加が認められた (Fig. 11C, 
D)。また、その拡大は前側の領域において顕著であった (Fig. 11E)。加えて、
VGF 過剰発現マウスにおいて全脳の体積の有意な減少及び全脳の体積に対する
側脳室の体積の有意な増加が認められた (Fig. 11F, G)。側脳室の拡大は前側の
領域において最も顕著であったので、前側に位置する脳領域の組織学的評価を










Fig. 11  Histological analysis of WT and VGF-overexpressing mice. 
Body weight (A) and brain weight (B) of adult WT and VGF-overexpressing mice. Data are  







































































































































































































expressed as the mean ± SEM. (WT, n = 10; Tg, n = 13), **P < 0.01 vs. WT mice (Student’s t-test). 
(C) Representative photomicrographs show coronal sections stained with cresyl violet in WT and 
VGF-overexpressing mice. Scale bar = 1000 µm. Right panels show enlargements of the lateral 
ventricle region. Scale bar = 300 µm. (D) The lateral ventricle region in WT and VGF-
overexpressing mice is visualized per section in a ventral to dorsal manner. Genotype; F (1, 8) = 
13.491, P < 0.001, section; F (18, 144) = 32.716, P < 0.001, genotype × section; F (18, 144) = 3.223, 
P < 0.001, two-way ANOVA with repeated measures. In the same mice as above, the lateral ventricle 
volume (E), whole brain volume (F), and ratio of lateral ventricle volume to whole brain volume (G) 
was measured. Data are expressed as the mean ± SEM. (WT, n = 5; Tg n = 5), *P < 0.05, **P < 0.01 
vs. WT mice (Student’s t-test).  (H) Diagram of the brain section indicates the five regions 
measured for length using cresyl violet. The width of each brain region was defined as follows: 
whole brain = d4, striatum = d3 − d2, motor cortex = d5, somatosensory cortex = d4–d3, and septum 
= d4. (I) Width of the whole brain, striatum, parietal lobe, temporal lobe, and septum of WT and 
VGF-overexpressing mice. Data are expressed as the mean ± SEM. (WT, n = 11; Tg, n = 9), *P < 
0.05 vs. WT mice (Student’s t-test). Tg: VGF-overexpressing mice, WT: wild-type. 
 
3-3 VGF 過剰発現マウスの線条体の形態学的変化 




は認められなかった (Fig. 12B, C)。また、線条体の細胞密度の検討において
は、線条体は部位毎に別々の皮質に投射していることから、線条体を Fig. 12D
のように 4 つの領域に分けて細胞密度の評価を行った (59)。VGF 過剰発現マウ
スは野生型マウスと比べ、背内側 (dorsal medial: DM) 領域において細胞密度が
有意に増加した (Fig. 12D)。その他の領域では変化が認められなかった (Fig. 










Fig. 12  Histological analysis of the striatum in WT and VGF-overexpressing mice.  
(A) Striatal volume in WT and VGF-overexpressing mice. Data are expressed as the mean ± SEM. 
(WT, n = 5; Tg, n = 6), *P < 0.05 vs. WT mice (Student’s t-test). (B) Diagram of the striatum 
indicates the four regions in which cells were counted using cresyl violet. (C) Coronal sections of the 
striatum were stained with cresyl violet. Representative photomicrographs show coronal sections of 
four quadrants (DL, DM, VL, and VM) in WT (upper) and VGF-overexpressing (lower) mice. Scale 
bar = 50 µm. (D) The number of Nissl-stained cells was counted for each of the four quadrants.  
Data are expressed as the mean ± SEM. (WT, n = 11; Tg, n = 9), *P < 0.05 vs. WT mice (Student’s t-
test). DM: dorsal medial, DL: dorsal lateral, Tg: VGF-overexpressing mice, VM: ventral medial, VL: 














































































Fig. 13  Histological analysis of the hippocampus and cortex in WT and VGF-overexpressing 
mice. 
(A-C) Histological analysis of the hippocampus. (A) The number of Nissl-stained cells counted in 
the CA1, CA3, and DG. Data are expressed as the mean ± SEM. (WT, n = 11; Tg, n = 9). (B) 
Hippocampal volume in WT and VGF-overexpressing mice. (C) The hippocampal region of WT and 
VGF-overexpressing mice is visualized per section in a rostral to caudal manner.  Data are 
expressed as the mean ± SEM. (WT, n = 10; Tg, n = 9). (D) Cortical volume of WT and VGF-
overexpressing mice. Data are expressed as the mean ± SEM. (WT, n = 5; Tg, n = 6).  DG: dentate 





























































































































































Fig. 14  Western blot analysis of PARP expression in the striatum. 
Representative immunoblot showing the PARP expression level. Western blot did not detect cleaved 
PARP in WT or VGF-overexpressing mice. NB-1RGB cells treated with UV-A (10 J/cm²) irradiation 
is the positive control (both ends of lanes, PC). Tg: VGF-overexpressing mice, WT: wild-type. 
 
3-4 VGF 過剰発現マウスの脳内の神経栄養因子の発現量 
 ELISA を用いて脳内の各部位における NGF 及び BDNF の発現量を評価し
た。VGF 過剰発現マウス及び野生型マウスの間で NGF 及び BDNF の発現量に








Fig. 15  Tissue neurotrophic factor levels in brain sections. 
Levels of the neurotrophic factors (A) NGF and (B) BDNF were assayed by enzyme immunoassay 
(EIA). Data are expressed as the mean ± SEM. (WT, n = 4; Tg, n = 6). Tg: VGF-overexpressing 





































































般的に使用されている (60)。本試験中の VGF 過剰発現マウスの中央滞在時間




Fig. 16  Open field test. 
Mice were placed in an open field, and their locomotion was assessed for 120 min. WT (n = 22), 
VGF-overexpressing mice (n = 20). (A) Total distance was scored for each 10 min period. Genotype; 
F (1, 40) = 15.524, P < 0.001, time; F (11, 440) = 81.235, P < 0.001, genotype × time; F (11, 440) = 
1.283, P = 0.231, two-way ANOVA with repeated measures. (B) Representative images show typical 
examples of exploring behavior of WT and VGF-overexpressing mice during the first 10 min of the 
open field test. (C) Total distance of first 60 min (t = -3.188, df = 40, p = 0.003). (D) Total distance 
during last 60 min. Data are expressed as the mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. WT mice 
(Student’s t-test). (E) The number of jumps during first 10 min of the open field test.  Actual 
number of jumps observed in individual mice. *P < 0.05 vs. WT mice (Mann–Whitney U- 



























































































































































































test). (F) Time spent in the center was scored for each 10 min period. Genotype; F (1, 40) = 8.108, P 
= 0.007, time; F (11, 440) = 14.652, P < 0.001, genotype × time; F (11, 440) = 0.937, P = 0.504, 
two-way ANOVA with repeated measures. (G) Time spent in the center throughout 120 min. Data 
are expressed as the mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. WT mice (Student’s t-test). Tg: VGF-





発現マウスの日中 (午前 8 時～午後 8 時) の自発活動量に変化は認められなか




Fig. 17  Locomotor activity test. 
Mice were placed into an open field, and their locomotion was assessed every hour for 1 day after 24 
h of acclimatization (n = 8). (A) Locomotor activity throughout the 24-h period. Day: genotype; F (1, 
14) = 0.001, P = 0.979, time; F (11, 154) = 1.431, P = 0.164, genotype × time; F (11, 154) = 0.920, P 
= 0.523, night: genotype; F (1, 14) = 5.112, P = 0.040, time; F (11, 154) = 10.352, P < 0.001, genotype 
× time; F (11, 154) = 1.220, P = 0.278, total: genotype; F (1, 14) = 3.729, P = 0.074, time; F (23, 322) 
= 14.065, P < 0.001, genotype × time; F (23, 322) = 1.569, P = 0.049, two-way ANOVA with repeated 
measures. (B) Locomotor activity was analyzed separately during the day and night. Data are 










































expressed as the mean ± SEM. *P < 0.05 vs. WT mice (Student’s t-test). Tg: VGF-overexpressing 
mice, WT: wild-type.  
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価する行動試験である (61, 62)。8 分間の探索行動において、VGF 過剰発現マ
ウスは野生型マウスと比較して正常なアームの選択率が有意に低下した (Fig. 
18A)。一方、8 分間におけるアームの選択数は野生型マウスと VGF 過剰発現マ
ウス間に変化は認められなかった (Fig. 18B)。 
 
 
Fig. 18  Y-maze test. 
WT (n = 22), VGF-overexpressing mice (n = 19). (A) The number of arm entries.  Data are 
expressed as the mean ± SEM. *P < 0.05 vs. WT mice (Student’s t-test). (B) The percentage of 
alternation was calculated as (actual alternations/maximum alternations) × 100. Tg: VGF-





















































 受動回避試験を用いて VGF 過剰発現マウスの恐怖記憶を評価した。試験 2
日目 (訓練試行: Training) において、野生型マウスと VGF 過剰発現マウス間で
暗箱に入るまでの時間に変化は認められなかった (Fig. 19)。また、試験 3 日目 
(試験試行: Test) において、野生型マウス及び VGF 過剰発現マウス共に暗箱に
入る時間が有意に増加した (Fig. 19)。しかし、実験 3 日目においても実験 2 日
目と同様に野生型マウスと VGF 過剰発現マウス間で暗箱に入るまでの時間に
変化は認められなかった (Fig. 19)。 
 
Fig. 19  Passive avoidance test. 
WT (n = 22), VGF-overexpressing mice (n = 20). Latency to enter the dark compartment in WT and 
VGF-overexpressing mice at training and test session. Data are expressed as the mean ± SEM. 





































マウスを 7 分間吊るした状態で無動時間を測定した。VGF 過剰発現マウスは 7
分間の無動時間が野生型マウスと比較して有意に増加した (Fig. 20)。 
 
 
Fig. 20  Tail-suspension test. 
WT (n = 20), VGF-overexpressing mice (n = 19). Immobile time of tail suspension test. Mice were 
tail suspended with an adhesive tape 50 cm above the floor for 7 min, and immobile time was 
measured. Data are expressed as the mean ± SEM. *p < 0.05 vs. WT mice (Student’s t-test). Tg: 







































ウスの 3～7 分間における無動時間が有意に増加した (Fig. 21)。 
 
 
Fig. 21  Forced swimming test. 
WT (n = 22), VGF-overexpressing mice (n = 20). Immobile time of forced swimming test. Mice 
were placed in water for a period of 7 min; only the last 4 min immobility time was measured. Data 
are expressed as the mean ± SEM. **P < 0.01 vs. WT mice (Student’s t-test). Tg: VGF-






























 マウスの 10 分間における社会性行動を測定した。VGF 過剰発現マウスの試
験中の総接触時間が野生型マウスと比較して有意に減少した (Fig. 22)。 
 
 
Fig. 22  Social interaction test. 
WT (n = 9), VGF-overexpressing mice (n = 8). Social interaction time measured for 10 min. Data are 
expressed as the mean ± SEM. **P < 0.01 vs. WT mice (Student’s t-test). Tg: VGF-overexpressing 































第 4 節 考察 




た VGF 過剰発現マウスは 6 ラインだったが、3 つのラインは繁殖に問題があ
り、2 ラインは十分な VGF の過剰発現が認められないため、最終的に得られた




た。VGF は神経の発生に重要な因子である Erk、Akt 及び GSK3β のリン酸化を
促進することが報告されており、VGF はこれらの因子を介して脳の形成に寄与





















考えられる。また、Y 字型迷路試験において VGF 過剰発現マウスはワーキン
グメモリー (作業記憶) に障害が認められた。活動量及びワーキングメモリー









おり、N-メチル- D -アスパラギン酸 (N-methyl-D-aspartate: NMDA) 受容体拮抗














活動量 ↑ ↑(71-73) ― 
作業記憶 ↓ ↓(74, 80) ↓(81, 82) 
うつ様行動 ↑ ↑(75, 76) ↑(81, 83, 84) 
社会性 ↓ ↓(77, 78) ↓(79, 81) 
↑：増加、↓：減少、障害、―：一定の見解が得られていない 
Fig. 23  The summary of behavioral changes in VGF-overexpressing mice. 
 VGF 欠損マウスは、VGF 過剰発現マウスと同様にうつ様行動の増加及び記







核に投射する腹側被蓋野の BDNF の欠損はうつ様行動を減少させる (87, 88)。






 前述のように、当研究室で作製できた VGF 過剰発現マウスは 1 ラインのみ
である。その結果、挿入部位の遺伝子の変動が及ぼす影響を排除できない。そ









スマーカーである Cleaved-PARP の発現が WT マウスと同程度であることを想























第 2 章 統合失調症病態における VGF の発現増加の関与 
第 1 節 緒言 







































前頭前皮質において VGF の発現量が増加していることや VGF 遺伝子が存在す




















第 2 節 実験材料及び方法 
2-1 実験材料 
 本実験に用いた薬物及び試薬は以下の通りである。 
 Proteinase K は Qiagen (Venlo, Netherland)、オランザピン、ハロペリドール、
SDS、酢酸アンモニウム、エタノール、Agarose S は Wako (Osaka, Japan)、
EDTA は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)、Tris Borate EDTA (TBE) は Takara 
(Shiga, Japan)、DNA ladder は Nippon genetics (Tokyo, Japan)、生理食塩水は
Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd. (Tokyo, Japan)、Tris-HCl、2-プロパノール、
dimethyl sulfoxide (DMSO) は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)、Blend Taq® -Plus-は




VGF 過剰発現マウスは第 1 章で示した動物を用いた。すべてのマウス (11-20
49 
 
週齢、雄性) は設定温度: 24°C (範囲: 22-26℃)、設定湿度: 55% (範囲: 40-70%)、
明暗各 12 時間 (照明: 午前 8:00-午後 8:00) に維持された岐阜大学医学部生命科
学棟 4 階または本学 6 階動物飼育室で飼育した。マウスはプラスチック製ケー
ジ (縦 24.5 × 横 17.5 × 高さ 12.5 cm または、縦 36.9 × 横 15.6 × 高さ 13.2 cm) 
を用い、自由給水下に固形飼料 (CE-2; CREA) にて飼育した。行動試験はすべ





2-2-2  マウスジェノタイピング 












は、a) 無刺激、b) 80 dB (prepulse のみ)、c) 120 dB (pulse のみ)、d) 73 dB の
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prepulse + 120 dB、e) 76 dB の prepulse + 120 dB、f) 82 dB の prepulse + 120 dB が
含まれる。Pulse のみの際の驚愕反応と prepulse を与えた後の pulse に対する驚
愕反応の差をプレパルスインヒビション (Delta PPI) と定義した。Pulse は 40 
ms、prepulse は 20 ms の持続時間である。Pulse と prepulse の開始時間の差は
100 ms である。マウスに上記の一連の刺激を 1 ブロックとして計 6 ブロック与















 オープンフィールド試験は第 1 章の方法に準じた。オランザピンとハロペリ
ドールの作用を検討するために、オランザピン (1 mg/kg/day; Wako, Osaka, 
Japan) とハロペリドール (0.2 mg/kg/day; Wako) は 1%DMSO 含有生理食塩水に



















 本検討は過去の報告に準じて行った (113)。マウスにハロペリドール (0.2 
mg/kg/day) または溶媒である 1%DMSO 含有生理食塩水を 10 mL/kg で 1 日 1
回、7 日間、腹腔内投与した。投与 1 日目及び 7 日目の投与 90 分後にカタレプ
シー保持時間を測定した。カタレプシーは、3.5 cm の高さに地面と水平に設置






 実験成績は平均値 ± 標準誤差 (SEM) で示した。統計学的な比較は、SPSS 
(IBM, Armonk, NY, USA) を用いて、Student’s two-tailed t-test、paired t-test 及び
Mann–Whitney U-test により行った。2 要因の分散分析を Two-way ANOVA with 
genotype and drugs as between-subject variables と Two-way ANOVA with repeated 
measures を用いて行った。危険率が 5%未満を有意差ありとした。 
 







行った。VGF 過剰発現マウスは 120 dB の聴覚刺激の反応性が減少した (Fig. 
25A)。さらに、VGF 過剰発現マウスは 82 dB をプレパルスに用いた際にプレパ
ルスインヒビションが有意に減少した (Fig. 25B)。 
 
Fig. 25  Prepulse inhibition (PPI) of acoustic startle response in VGF-overexpressing mice. 
(A) Acoustic startle response of WT and VGF-overexpressing mice. (B) Delta PPI of WT and VGF-
overexpressing mice. Prepulse; F (2, 92) = 80.093, P < 0.001, Genotype; F (1, 46) = 4.754, P = 
0.034, Prepulse × Genotype; F (2, 92) = 4.994, P = 0.009, two-way ANOVA with repeated measures. 
Data are expressed as the mean ±SEM. * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. WT mice (Student’s t-test). WT 
(n = 24), VGF-overexpressing mice (n = 24). Tg: VGF-overexpressing mice, WT: wild-type. 
 
3-2 VGF 過剰発現マウスの過活動における抗精神病薬の作用 
 第 1 章において、VGF 過剰発現マウスは、オープンフィールド試験において
過活動を示した。VGF 過剰発現マウスの過活動が統合失調症様の行動異常か否
かを明らかにするために定型抗精神病薬であるハロペリドール及び非定型抗精
神病薬であるオランザピンの作用を検討した。Fig. 26B に 120 分間のオープン






























































Fig. 26  The effects of chronic treatment with olanzapine and haloperidol on locomotor 
activity of VGF-overexpressing mice. 
(A) Representative images show typical examples of exploratory behavior in WT and VGF-
overexpressing mice during the first 60 min of the open field test. (B) Total distance was scored for 
each 10-min period. (C) Total distance during the first 60 min. Genotype; F (1, 90) = 8.089, P = 
0.006, Drugs; F (2, 90) = 68.538, P < 0.001, Genotype × Drugs; F (2, 90) = 2.422, P = 0.094, two-
way ANOVA with genotype and drugs as between-subject variables. Data are expressed as the mean 
±SEM. ** P < 0.01 vs. vehicle-treated WT mice (Dunnett’s test), ## P < 0.01 vs. vehicle-treated WT 
mice (Student’s t-test), $$ P < 0.01 vs. vehicle-treated VGF-overexpressing mice (Dunnett’s test).  
Vehicle-treated WT mice (n = 22), olanzapine-treated WT mice (n = 13), haloperidol-treated WT 
mice (n = 8), vehicle-treated VGF-overexpressing mice (n = 27), olanzapine-treated VGF-
overexpressing mice (n = 14), haloperidol-treated VGF-overexpressing mice (n = 12). Hal: 










































































動を示した (Fig. 27)。VGF 過剰発現マウスにおいて認められた過剰な飛び上が






Fig. 27  The effect of chronic treatment with olanzapine and haloperidol on jumping behavior 
in VGF-overexpressing mice. 
The number of jumps in the open field test during the first 10 min. The circles show the actual 
number of jumps observed in individual mice. ** P < 0.01 vs. vehicle-treated WT mice (Mann-
Whitney U-test), # P < 0.05 vs. vehicle-treated VGF-overexpressing mice (Mann-Whitney U-test).  
Vehicle-treated WT mice (n = 22), olanzapine-treated WT mice (n = 13), haloperidol-treated WT 
mice (n = 8), vehicle-treated VGF-overexpressing mice (n = 26), olanzapine-treated VGF-
overexpressing mice (n = 14), haloperidol-treated VGF-overexpressing mice (n = 11). Hal: 
Haloperidol, Ola: Olanzapine, Tg: VGF-overexpressing mice, Veh: Vehicle, WT: wild-type. 
 




































生型マウスと比較してより強いカタレプシーが認められた (Fig. 28A, B)。 
 
Fig. 28  Cataleptic behavior of VGF-overexpressing mice. 
(A) The retention time of haloperidol-induced catalepsy in WT and VGF-overexpressing mice on 
day 1. Data are expressed as the mean ±SEM. ## P < 0.01 vs. vehicle-treated VGF-overexpressing 
mice, $ P < 0.05 vs. haloperidol-treated WT mice (Student’s t-test). Vehicle-treated WT mice (n = 7), 
haloperidol-treated WT mice (n = 10), vehicle-treated VGF-overexpressing mice (n = 16), 
haloperidol-treated VGF-overexpressing mice (n = 14). (B) The retention time of haloperidol-
induced catalepsy in WT and VGF-overexpressing mice on day 7. Data are expressed as the mean 
±SEM. * P < 0.05 vs. vehicle-treated WT mice, ## p < 0.01 vs. vehicle-treated VGF-overexpressing 
mice, $$ P < 0.01 vs. haloperidol-treated WT mice (Student’s t-test).  Vehicle-treated WT mice (n = 
7), haloperidol-treated WT mice (n = 9), vehicle-treated VGF-overexpressing mice (n = 14), 
haloperidol-treated VGF-overexpressing mice (n = 12). Hal: Haloperidol, Ola: Olanzapine, Tg: 















































第 4 節 考察 
 第 2 章では VGF 過剰発現マウスを用いて、統合失調症の中間表現型である
プレパルスインヒビションの異常の有無及び抗精神病薬の反応性を評価した。




減少する感覚運動情報制御機能 (Sensorimotor gating) の指標として用いられて
いる (116, 117)。プレパルスインヒビションの障害は、統合失調症の患者及び
その病態モデル動物において共通に認められる最も一般的な中間表現型である 

























 第 1 章の検討により、VGF 過剰発現マウスはオープンフィールド試験におい
て高頻度の飛び上がり行動を示すことを明らかにした。さらに、第 2 章の検討
により、その行動は抗精神病薬であるハロペリドールの連続投与によって改善
した。遺伝的 [Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) 欠損マ
ウス] 及び薬理学的 (MK-801 投与モデル) な統合失調症モデルにおいて同様な
高頻度の飛び上がり行動が認められており、ハロペリドールによって改善され





























性が示唆された。第 3 章では、VGF の発現増加が統合失調症病態形成に寄与す
るメカニズムを明らかにすべく、病態仮説の一つとして挙げられる神経発達障
害仮説に焦点を当て、VGF の発現増加が神経の発生に及ぼす影響を検討した。  
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第 3 章 神経発生における VGF の発現増加の関与 






経上皮細胞 (神経幹細胞) の増殖と分化の転換は、Notch や線維芽細胞成長因子 


















ある (139)。さらに、統合失調症発症と関連があると言われている 16 番染色体










を検討する上で、神経発達における VGF の寄与は大きいと考えられる。VGF の
神経発達に及ぼす影響に関してはこれまでに 5 報報告されている (39, 40, 142-
144)。しかしこれらの報告は、海馬及び大脳皮質の初代培養細胞及び培養細胞 
(ヒト神経芽細胞種: SHSY5Y) を用いた in vitro の検討のみであり、生体 (in vivo) 



















Fig. 29  Cerebellar layer structure. 
(A) マウス脳の外観と小脳の位置、(B) 小脳皮質の断面図、(C) 小脳の層構造と基本回









酸ナトリウム (sodium deoxycholate)、ドデシル硫酸ナトリウム (sodium dodecyl 
sulfate; SDS)、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル [sodium 
dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel]、6-アミノヘキサン酸 (6-aminohexanoic 
acid)、Agarose S、塩化カリウム (potassium chloride: KCl)、パパイン、トリプシ
ンは Wako (Osaka, Japan)、リン酸水素二ナトリウム・十二水和物 (sodium 
hydrogenphosphate 12-water)、リン酸二水素ナトリウム二水和物 (sodium 
dihydrogenphosphate dehydrate)、グリシン、2-プロパノール、Blocking One-P は
NacalaiTesque (Kyoto, Japan)、塩化ナトリウム (sodium chloride: NaCl)、ペントバ
ルビタールは Kishida Chemical (Osaka, Japan)、BCA protein assay kit、Hank’s 
Balanced Salt Solution (HBSS)、Hochst 33342、Neurobasal medium、B27 
supplement は Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)、Mouse on Mouse (M.O.M.) 
Blocking Reagent, M.O.M. protein concentrate、Vectastain Elite ABC Reagent、
ImmPACT DAB Substrate、Normal goat serum は Vector Labs (Burlingame, CA, 
USA)、ペニシリン、ストレプトマイシンは Meiji Seika (Tokyo, Japan)、フルオ
ロマウントは Diagnostic Bio Systems (Pleasanton, CA, USA)、Tris-Buffered Saline 
(TBS)、Tris Borate EDTA (TBE) は Takara (Shiga, Japan)、EDTA・2Na (disodium 
ethylenediamine tetraacetate) は同仁化学研究所 (Kumamoto, Japan)、protease 




deoxyuridine (BrdU) は Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)、proteinase K solution
は Qiagen (Venlo, Nerthaland)、DNA ladder は Nippon genetics (Tokyo, Japan)、Can 
get signal solution 1、Can get signal solution 2、Blend Taq® -Plus-は東洋紡 (Osaka, 
Japan)、Tween 20 Solution、Triton X-100 は Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, 
USA)、O.C.T compound は Sakura Finetek Japan (Tokyo, Japan) よりそれぞれ購入
した。 
 Phosphate buffered saline (PBS) は、KCl、KH2PO4、NaCl、Na2HPO4・12H2O





VGF 過剰発現マウスは第 1、2 章で示した動物を用いた。すべてのマウス (8-
18 週齢、雄性) は設定温度: 24°C (範囲: 22-26°C)、設定湿度: 55% (範囲: 40-
70%)、明暗各 12 時間 (照明: 午前 8:00-午後 8:00) に維持された岐阜大学医学
部生命科学棟 4 階または本学 6 階動物飼育室で飼育した。マウスはプラスチッ
ク製ケージ (縦 24.5 × 横 17.5 × 高さ 12.5 cm または縦 36.9 × 横 15.6 × 高さ 
13.2 cm) を用い、自由給水下に固形飼料 (CE-2; CREA) にて飼育した。行動試







2-2-2  マウスジェノタイピング 








goat polyclonal anti-VGF (sc-10383; Santa Cruz Biotechnology)、rabbit monoclonal 
anti-phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (#4377; Cell Signaling Technology)、rabbit 
polyclonal anti-Erk1/2 (#9012; Cell Signaling Technology)、mouse monoclonal anti-
pTrk (sc-8058, Santa Cruz Biotechnology)、mouse monoclonal anti-TrkB (sc-377218; 
Santa Cruz Biotechnology)、mouse monoclonal anti-GLI-2 (sc-271786; Santa Cruz 
Biotechnology)、rabbit monoclonal anti-non-phospho (active) β-catenin (#8814, Cell 
Signaling Technology) 及びmouse monoclonal anti-β-actin (A2228; Sigma-Aldrich) 
を用いた。二次抗体には、HRP-conjugated rabbit anti-goat, goat anti-mouse, and 
goat anti-rabbit (Thermo Fisher Scientific) を用いた。 
 
2-2-4  リアルタイム RT-PCR 
リアルタイム RT-PCR は、第 1 章 2-2-4 に準じて行った。用いたプライマー
は、Vgf mRNA 5′-CAG GCT CGA ATG TCC GAA AG-3′ (sense)、Vgf mRNA 5′-
CTT GGA TAA GGG TGT CAA AGT CTC A -3′ (antisense)、β-actin mRNA 5′- 
CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3′ (sense) 及び β-actin mRNA 5′- 
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 成体または生後 3 日目マウスをペントバルビタール (50 mg/kg) で麻酔また
は低温麻酔を施し、4%パラホルムアルデヒド含有 0.1 M phosphate buffer (PB; 
pH 7.4) を左心室内に注入して灌流固定した。その後、脳を取り除き同液にて
少なくとも 24 時間 4°C 条件下で放置した。25%スクロースで脱水を行った後
に、液体窒素を用いて O.C.T. compound により凍結し、薄切するまで-80°C にて
保存した。体積評価を除く小脳の組織学的評価は、10 µm、体積評価は 50 µm
のサジタル面の切片をクリオスタット (Leica) を用いて作製した。MAS コーテ
ィングされたスライドガラス (Matsunami) に乗せ、-80°C で保存した。一貫性
を保つために、小脳虫部の薄切切片は内側の 250 µm 以内の切片を、小脳半球




 凍結切片は、20 分間 1%クレシルバイオレット液に浸して染色後、蒸留水、
70%エタノールで洗浄し、95%、無水エタノールの順に 5 分間浸し脱水した。
その後キシレンに 2 回浸したのちに封入した。 
 
2-2-5-3 小脳の組織評価 





片を用いた。成体マウスの小脳の体積を評価するために、第 1 章 2-2-5-3 に準
じて、250 µm の間隔で Cavalieri’s principle を使用し算出した。体積評価の範囲




 本章 2-2-5-1 に準じて薄切切片を作製した。抗 CalbindinD28K 抗体を用いた免




 小脳虫部のサジタル面の薄切切片を用いた。抗 Brain lipid binding protein 
(BLBP) 抗体を用いた免疫染色以外は蛍光染色を行った。反応液の流出を防ぐ
ために Super PAP pen (Daido sangyo, Osaka, Japan) を用いて切片の周囲を囲ん
だ。マウス由来の一次抗体を用いる際は M.O.M. Blocking Regent (Vector Labs, 
Burlingame, CA, USA) により 1 時間ブロッキングした。それ以外の場合は 10 % 
serum (Vector labs) により 1 時間ブロッキングした。ブロッキング後、一次抗体
を用いて 4°C で 1 晩または、48 時間反応させた。その後、二次抗体を用いて 1
または 2 時間反応させた。続いて、Hoechst33342 により核染色を行った。染色
後、Fluoromount (水溶性封入基材) で封入した。また、抗 calbindinD28K 及び
Ki67 抗体を用いた免疫染色の際は、抗体の膜透過性を高めるために 0.5 及び
0.3% TritonX-100 を用いた。 
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 抗 BLBP 抗体を用いた免疫染色には色素染色を行った。まず、内因性ペルオ
キシダーゼの不活性化のために 0.3%過酸化水素 10%メタノール溶液を用いて
30 分間反応させた。その後、10 % serum (Vector Labs) により 1 時間ブロッキン
グした。ブロッキング後、一次抗体を用いて 4°C で 1 晩反応させた。その後
biotinylated goat anti-rabbit IgG (1:200 dilution: Vector Labs) にて 1 時間反応させ、
Vectastain Elite ABC Reagent (Vector Labs) で 30 分反応させた後、ImmPACT 
DAB Substrate (Vector Labs) を用いて染色した。染色後蒸留水で 2 回洗浄し、
70%、95%、99%、無水エタノールの順に浸し脱水した。キシレンに 5 分間 2
回浸した後、封入した。 
 一次抗体には、mouse anti-calbindinD28K [1:250 dilution (C9848; Sigma-
Aldrich)]、rabbit anti-BLBP [1:300 dilution (ABN14; Millipore, Bedford, MA, 
USA) ]、mouse anti-NeuN [1:100 dilution (MAB377)]、mouse anti-phospho-Histone 
H3 (pHH3) antibody [1:500 dilution (#9706; Cell Signaling Technology)、rabbit anti-
Ki67 antibody [1:100 dilution (AB9260; Millipore)]、二次抗体には、Alexa Fluor® 
546 goat anti-mouse IgG [1:1000 dilution (A11018; Thermo Fisher Scientific)]、Alexa 
Fluor® 488 rabbit anti-mouse IgG [1:1000 dilution (A21204; Thermo Fisher 
Scientific)]、Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG [1:1000 dilution (A11008; Thermo 
Fisher Scientific)] 及び biotinylated goat anti-rabbit IgG [1:200 dilution (Vector Labs)] 
を使用した。 
 染色像は蛍光顕微鏡 (Keyence) または共焦点レーザー走査型顕微鏡 
(FLUOVIEW FV10i; Olympus, Tokyo, Japan) を用いて撮影した。プルキンエ細胞
の細胞数及び細胞密度は、小脳全体の calbindinD28K+細胞から算出した。プル
キンエ細胞の樹状突起の長さは同様の 8 箇所の場所の平均を各個体の値に算出
した。NeuN+細胞及び pHH3+細胞の細胞数は第 6 葉から第 9 葉の間 (後葉) に
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 小脳顆粒細胞前駆細胞は生後 4 日目の野生型マウス及び VGF 過剰発現マウ
スの小脳を用いて、Lee HY らの方法を参考に行った。小脳を単離後すぐに
HBSS グルコース内に入れた。その後、パパインを用いて分散を行った。細胞
を 70 µm のナイロンメッシュのフィルターに通し、プルキンエ細胞等の大きい
細胞を除去したのちに、100 µg/mL の poly-D-lysine (Sigma-Aldrich) でコーティ
ングしておいたディッシュに播種し、20 分培養した。ディッシュを穏やかにタ
ッピングすることで、浮遊しやすい顆粒細胞や顆粒細胞前駆細胞と接着しやす
いアストロサイトを分離した。抗 BrdU 抗体を用いた免疫染色のために、96 
well プレートに 3.5 × 104 cells/well、抗 Math1 抗体を用いた免疫染色のために、
スライドチャンバー (Thermo Fisher Scientific) に 3.5 × 105 cells/well の細胞密度
で播種した。また、96 well プレートやスライドチャンバーはあらかじめ 100 
µg/mL の poly-D-lysine (Sigma-Aldrich) でコーティングしておいたものを用い
た。用いた培地は、Neurobasal medium (Thermo Fisher Scientific)、B27 
supplement (Thermo Fisher Scientific)、GlutaMax I (Thermo Fisher Scientific) 及び
抗生剤とした。細胞の培養条件は、37 °C、5% CO2条件下で行った。抗 Math1
抗体を用いた免疫染色は、細胞を播種して 3 時間後に始めた。BrdU は、細胞
播種 27 時間後に、最終濃度が 10 µM になるように添加した。BrdU 添加 24 時






 初代培養細胞は 4% パラホルムアルデヒド含有 0.1 M phosphate buffer (PB; pH 
7.4) で 15 分間、室温で固定した。その後、前処置として 2M の塩酸で 30 分
間、0.3% TritonX-100 (Bio-Rad Labs) で 10 分間及び 0.1 または 0.05%トリプシン
で直ちに処置を行った。その後、50 mM glycine 含有 PBS を加え室温で 15 分間
静置した。その後、3% goat serum (Thermo Fisher Scientific) で 30 分間ブロッキ
ングした。ブロッキング後、一次抗体を用いて 4°C で一晩反応させた。その
後、二次抗体を 1 時間反応させ、Hoechst33342 で 5 分間反応させた。用いた一
次抗体は、rat anti-BrdU antibody [1:300 dilution (ab6326; abcam, Cambridge, MA, 
USA)] 及び mouse anti-Math1 antibody [1:100 dilution (sc-136173, santa cruz)]、二
次抗体は Fluor®546 goat anti-rat IgG or Fluor®546 goat anti-mouse IgG である。 
 染色像は蛍光顕微鏡 (Keyence) または共焦点レーザー走査型顕微鏡 





 実験には加速式ロータロッド  (Fig. 30, 
Ugo Basile, Gemonio, Italy) を用いた。最大




Fig. 30  Rotarod apparatus. 
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を試験に慣らすために 5 rpm で回転するロッドの上に 2 分間×2 回乗せた。2-4 日




 前肢及び後肢に赤及び黒色のインクをそれぞれ付けた。その後、縦 7 × 横 30 
× 高さ 12 cm からなる装置の端にマウスを置いて自由に歩行させた。マウスを
歩行させる装置にはあらかじめ、白い紙を敷いてある。歩き始め及び歩き終わ





  実験結果は平均値 ± 標準誤差 (SEM) で表し、危険率 5%以下を有意とし
た。統計学的な比較は SPSS (IBM, Armonk, NY, USA) を用いて、Student’s two-
tailed t-test により行った。危険率が 5%未満を有意差ありとした。 
 
第 3 節 実験成績 
3-1 VGF 過剰発現マウスの生後発達期及び成体期の VGF の過剰発現の確認 
 まず始めに、ウエスタンブロット法及びリアルタイム RT-PCR 法を用いて
VGF 過剰発現マウスの生後発達期及び成体期の VGF の過剰発現を確認した。
成体期の VGF 過剰発現マウスにおいて Vgf mRNA の発現量が有意に増加した 
(Fig. 31A)。また、生後 3 日目の VGF 過剰発現マウスにおいて Vgf mRNA 及び




Fig. 31  Upregulation of VGF in the cerebella of VGF-overexpressing mice 
A. The expression level of Vgf mRNA in adult mice (8–18 weeks old) relative to the β-actin level 
evaluated by real-time RT-PCR.  Data are expressed as the mean fold difference versus WT mice ± 
SEM. (n = 5 or 6). ** P < 0.01 vs. WT mice (Student’s t-test). B. The expression level of Vgf mRNA 
during the developmental period (postnatal day 3) relative to the β-actin level evaluated by real-time 
RT-PCR. Data are expressed as the mean fold difference versus WT mice ± SEM. (n = 3 or 6). ** P 
< 0.01 vs. WT mice (Student’s t-test). C. Typical bands show VGF and β-actin. The expression level 
of VGF protein during the developmental period (postnatal day 3) relative to the β-actin level 
evaluated by western blot analysis. Data are expressed as the mean fold difference versus WT mice ± 
SEM. (n = 8 or 11). * P < 0.05 vs. WT mice (Student’s t-test).  Tg: VGF-overexpressing mice, WT: 
wild-type. 
 
3-2 ニッスル染色による成体期 VGF 過剰発現マウスの小脳の組織評価 
 小脳の組織評価として、まず始めに連続切片を用いて小脳の体積を評価し
た。小脳虫部から半球部にかけた Lateral 0.875 mm から 2.725 mm の範囲の小脳


































































められた (Fig. 32D, G)。さらに、評価した VGF 過剰発現マウスのすべての例 
(4 例中 4 例) において、BDNF-/-及び BDNF や NT-3 の放出を制御する Ca2+-
dependent activator protein for secretion (CAPS) 2-/-マウス等の神経栄養因子の変動
を引き起こした際に認められる顆粒細胞層の第 VI 葉と第 VII 葉の間の開裂が




Fig. 32  Histological analysis of the cerebella in adult VGF-overexpressing mice. 
A. The cerebellar volume of WT and VGF-overexpressing mice. Data are expressed as the mean ± 
SEM. (n = 4). * P < 0.05 vs. WT mice (Student’s t-test).  B. Left: Representative images of 
cerebellar vermis stained with cresyl violet in adult WT and VGF-overexpressing mice. Scale bar = 
500 µm. Right: Enlarged images of the fissure between the sixth and seventh folia. C. The cerebellar 
sagittal section area in the cerebellar vermis of WT and VGF-overexpressing mice. Data are 
expressed as the mean ± SEM. (n = 4). ** P < 0.01 vs. WT mice (Student’s t-test). D. The cerebellar 
sagittal section area of white matter, granule layer, and molecular layer of WT and VGF-
overexpressing mice.  Data are expressed as the mean ± SEM (n = 4). * P < 0.05, ** P < 0.01 vs.  














































































































































WT mice (Student’s t-test).  E. Representative images of cerebellar hemispheres stained with cresyl  
violet in adult WT and VGF-overexpressing mice.  Scale bar = 500 µm. F. The cerebellar sagittal 
section area in the cerebellar hemispheres of adult WT and VGF-overexpressing mice.  Data are 
expressed as the mean ± SEM. (n = 4). * P < 0.05 vs. WT mice (Student’s t-test). G. The cerebellar 
sagittal section area of white matter, granule layer, and molecular layer of adult WT and VGF-
overexpressing mice.  Data are expressed as the mean ± SEM. (n = 4). * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. 
WT mice (Student’s t-test). Tg: VGF-overexpressing mice, WT: wild-type 
 
3-2 成体期 VGF 過剰発現マウスのプルキンエ細胞の組織評価 
 プルキンエ細胞のマーカーである CalbindinD28K に対する抗体を用いた免疫
染色によって、プルキンエ細胞の形態を評価した。成体期の VGF 過剰発現マ
ウスのプルキンエ細胞の細胞数、細胞密度及び樹状突起の高さは、野生型及び




Fig. 33  Immunohistochemistry of Prukinje cell and in adult VGF-overexpressing mice. 
A. Representative images of calbindinD28K staining in WT and VGF-overexpressing mice. B. The 
number of calbindinD28K+ cells in the entire cerebellum of WT and VGF-overexpressing mice. C. 
The cell densities of calbindinD28K+cells in the entire cerebellum of WT and VGF-overexpressing 
mice. D. The length of the dendrites in WT and VGF-overexpressing mice. Data are expressed as the 








































































































3-3 成体期 VGF 過剰発現マウスのバーグマングリアの組織評価 




頂端部まで伸びていた (Fig. 34)。成体期の VGF 過剰発現マウスのプルキンエ
細胞及びバーグマングリアに形態学的な変化は認められなかった。 
 
Fig. 34  Immunohistochemistry of Bergmann glia in adult VGF-overexpressing mice. 
E. Representative images of BLBP staining in WT and VGF-overexpressing mice. Scale bar = 100 
μm. Arrowheads show the BLBP+ Bergmann glia. BLBP: brain lipid binding protein, Tg: VGF-
overexpressing mice, WT: wild-type 
 
3-4 発達期の VGF 過剰発現マウスの顆粒細胞の組織評価 
 他の細胞と比較し、成体期の組織評価で変化が認められた顆粒細胞の発生過
程の評価を行った。Fig. 35 に示すように、顆粒細胞は予定中脳域-後脳域に存在












プルキンエ細胞層を超えて内顆粒層 (Internal granule layer: IGL) に遊走され
る。
 
Fig. 35  Illustration of development of granule cells. 




粒層の面積も野生型マウスと比較して有意に減少した (Fig. 36A, B)。さらに、
プルキンエ細胞以外の有糸分裂を終えた細胞のマーカーである NeuN の抗体を
用いて、IGL 中の NeuN+細胞の細胞数を検討した。VGF 過剰発現マウスの IGL
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Fig. 36  Histological analysis of the developing cerebellum in VGF-overexpressing mice. 
A. Representative images of cerebellar vermis stained with cresyl violet in postnatal day 3 of WT 
and VGF-overexpressing mice. Scale bar = 500 µm. B. The size of the whole cerebellum and EGL in 
postnatal day 3 of WT and VGF-overexpressing mice. Data are expressed as the mean ± SEM. (n = 8 
or 10). * P < 0.05 vs. WT mice (Student’s t-test). C, D. NeuN staining (red) shows the differentiated 
granule cells in the IGL of WT and VGF-overexpressing mice. C. Representative images of NeuN 
staining in WT and VGF-overexpressing mice.  Scale bar = 250 µm. D. The number of NeuN+ cells 
in the IGL. Data are expressed as the mean ± SEM. (n = 3 or 4). * P < 0.05 vs. WT mice (Student’s 
t-test). EGL: external granule layer, GCP: granule cell precursor, IGL: internal granule layer, Tg: 






























































3-5 発達期の VGF 過剰発現マウスの顆粒細胞の発生過程の評価 
 Fig. 36 で認められた VGF 過剰発現マウスの小脳顆粒細胞の低形成の原因を
明らかにするために、生後 3 日目の VGF 過剰発現マウスの顆粒細胞前駆細胞
の増殖能及び分化能の評価を行った。増殖能の評価として、細胞周期の M 期の
マーカーである pHH3 の抗体を用いて免疫染色を行った。野生型マウスと比較
して、外顆粒層中の pHH3+細胞の細胞数が有意に減少した (Fig. 37A, B)。上述
の通り、外顆粒層中の未分化細胞は Ki67、分化後の細胞は Tuj1 を発現するこ
とから、外顆粒層中の全細胞における Ki67+細胞の割合を評価することで細胞
の分化能を評価できる (150)。野生型マウス及び VGF 過剰発現マウス共に
Ki67+細胞は外顆粒層の外側に局在しており、Hoechst+細胞に占める Ki67+細胞
の割合に変化は認められなかった (Fig. 37C, D)。 
 
Fig. 37  Changes in the development of the granule cells in VGF-overexpressing mice. 
A, B. pHH3 staining (green) shows proliferating GCPs in the EGL. A. Representative images of 
pHH3 staining in WT and VGF-overexpressing mice. Scale bar = 100 µm. B. The number of pHH3+  









































































cells in the EGL. Data are expressed as the mean ± SEM. (n = 8 or 10). * P < 0.05 vs. WT mice 
(Student’s t-test). C, D. Ki67 staining (magenta) shows proliferating GCPs in the EGL. C. 
Representative images of Ki67 staining in WT and VGF-overexpressing mice. Scale bar = 50 µm.  
D. The percentage of Ki67+ cells into Hoechst+ all cells tin the EGL. Data are expressed as the mean 
± SEM. (n = 8 or 10). EGL: external granule layer, GCP: granule cell precursor, IGL: internal 




認められた。同様の現象を in vitro においても検討した。まず、本検討で使用し
た初代培養細胞は小脳顆粒細胞前駆細胞のマーカーである Math1+細胞が非常に
豊富に存在していた (Fig. 38A)。BrdU はチミジンアナログであり、細胞周期の
S 期において新たに合成された DNA に取り込まれる。したがって、BrdU+細胞
率を求めることで細胞の増殖能を評価できる。VGF 過剰発現マウス由来の小脳
初代培養細胞の BrdU+細胞率は野生型マウス由来の初代培養細胞に比べて有意





Fig. 38  Reduction of potential proliferation in GCPs of VGF-overexpressing mice. 
A. Representative images show proliferating cells (red by BrdU expression) in WT and VGF-
overexpressing mice. Nuclei are blue by Hoechst 33342 staining. Scale bar = 500 µm. B. 
Representative images of Math1 staining in WT and VGF-overexpressing mice. C. The quantitative 
data shows the percentage of BrdU+ cells in WT and VGF-overexpressing mice. Data are expressed 
as the fold difference versus WT mice ± SEM. (n = 6 or 7). * P < 0.05 vs. WT mice (Student’s t-















































3-7 VGF 過剰発現マウスの発達期の小脳の増殖関連シグナルの発現変化 
 これまでの検討において認められた顆粒細胞の発生異常の分子メカニズムを
明らかにするために、顆粒細胞の増殖に関与するシグナルの発現量を評価し
た。Fig. 39 に示すように顆粒細胞の増殖には Shh シグナルや Wnt シグナル、
MAPK シグナル等が重要であることが報告されている。発達期の VGF 過剰発
現マウスの小脳における上記のシグナル変化を検討した。生後 3 日目の VGF
過剰発現マウスの小脳において、MAPK シグナルの関連タンパク質である Erk1
及び Trk のリン酸化が有意に増加した (Fig. 40A, B)。一方、Shh シグナル及び
Wnt シグナルの関連タンパク質である Gli2 及び活性型 β-カテニンの発現量に変
化は認められなかった (Fig. 40C)。 
 



















Fig. 40  The expression changes of MAPK, Wnt, and Shh signaling in VGF-overexpressing 
mice during the developmental period. 
A. Representative images show pErk, Erk, and β-actin. The quantitative data show the expression 
pErk1 and pErk2 during the developmental period relative to Erk1 and Erk2 levels.  Data are 
expressed as the fold difference versus WT mice ± SEM. (n = 8 or 11). * P < 0.05 vs. WT mice 
(Student’s t-test).  B. Representative images show pTrk, TrkB, and β-actin. The quantitative data 
show the expression pTrk during the developmental period relative to the TrkB level. Data are 
expressed as the fold difference versus WT mice ± SEM. (n = 3 or 6). * P < 0.05 vs. WT mice 
(Student’s t-test). C. Representative images show Gli2, active β-catenin, and β-actin. The 
quantitative data show the expression Gli2 and active β-catenin during the developmental period 
relative to the β-actin level. Data are expressed as the fold difference versus WT mice ± SEM. (n = 8 















































































































































Fig. 41  Ataxic phenotypes of VGF-overexpressing mice. 
A. Latency to fall of WT and VGF-overexpressing mice. Data are expressed as the mean ± SEM. (n 
= 8 or 10). * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. WT mice (Student’s t-test). B. Representative images of the 
footprint test in WT and VGF-overexpressing mice. C. The stride length and base width of front and 
hind feet. Data are expressed as the mean ± SEM. (n = 8 or 10). * P < 0.05 vs. WT mice (Student’s t-














































































て、Erk 及び Trk のリン酸化が促進した。 
Trk は BDNF や NT-3 を含めた成長因子の受容体である (156)。発達期の脳に
おいて、trkA mRNA は trkB や trkC mRNA に比較して発現量が少ないこと、ま




ている (146, 147, 158, 159)。さらに、BDNF や NT-3 の放出を制御する Ca2+-





有することが示唆される (160)。Erk は Ras/Raf/MEK/ERK シグナルカスケード
の下流の因子である。Erk は細胞の増殖において促進的、抑制的の両方向に働
き得ることが報告されている (161)。また、Erk は 44 kDa の Erk1 と 42 kDa の
Erk2 の二つのアイソフォームからなる。Erk1 と Erk2 は 83%の相同性を有して
いるが、神経新生に対して異なる作用を有していることが知られている (162, 
163)。Erk2 は細胞増殖を促進させる作用があるのに対して、Erk1 は細胞増殖に
抑制的に働く (163, 164)。さらに、小脳顆粒細胞前駆細胞においては、Erk の活

















































第 1 章では、本学薬効解析学研究室で開発した VGF 過剰発現マウスを用い
て、行動試験により精神行動に対する VGF の発現増加の影響を検討した。ま
た、ニッスル染色を用いて脳の組織学的検討を行った。 
1) VGF 過剰発現マウスの脳の各部位において VGF タンパク質及び Vgf  
 mRNA の発現増加が認められた。 









第 2 章では、行動薬理学的手法を用いて統合失調症病態に対する VGF の発現
増加の影響を検討した。 




3) VGF 過剰発現マウスはハロペリドール誘発カタレプシーの反応性が増加した。 
 
第 3 章では、統合失調症をはじめとする精神疾患の原因の一つとして考えられ
ている神経発達における VGF の発現増加の影響を、小脳を対象に検討した。 
1) VGF 過剰発現マウスの発達期の小脳において、VGF タンパク質及び Vgf  
 mRNA の発現増加が認められた。 
2) 成体期の VGF 過剰発現マウスにおいて、小脳の低形成が認められた。 
3) 顆粒細胞が存在する顆粒細胞層の低形成は認められたが、プルキンエ細胞及
びバーグマングリア には形態学的な異常は認められなかった。 
4) 発達期の VGF 過剰発現マウスにおいて、小脳及び顆粒細胞層の低形成が認 
 められ、顆粒細胞前駆細胞の増殖能の低下が認められた。 
5) 発達期の VGF 過剰発現マウスにおいて、MAPK シグナルの一つである Trk 及
び Erk1 のリン酸化が亢進した。 
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